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 RESUMO 
 
O Roundup® é um herbicida sistêmico não seletivo a base de glifosato. Descritos 
pelos fabricantes como pesticidas de “baixa toxicidade e boa compatibilidade ambiental”, os 
herbicidas à base de glifosato representam um bálsamo quando se trata da vegetação 
indesejada. Além disso, a criação de transgênicos resistentes a Roundup contribui não só 
para o aumento da produção agrícola, mas também pode resultar em mais resíduos de 
glifosato que podem ser bioacumulados ao longo da cadeia trófica, podendo afetar animais 
e, entre eles os humanos. Utilizou-se como bioindicador o peixe Corydoras paleatus, original 
da Bacia do Rio Amazonas e amplamente distribuído no Sul do Brasil. Seu destaque deve-
se à sua característica ruderal nativa, se distribuindo em regiões com forte interferência 
humana, como áreas de agricultura intensiva e relacionadas à piscicultura, apresentando 
valor comercial como peixe ornamental. O objetivo do presente trabalho foi avaliar o efeito 
genotóxico da exposição de exemplares de Corydoras paleatus ao Roundup®, utilizando-se 
como biomarcadores as técnicas do Ensaio Cometa de eritrócitos e hepatócitos e o 
Micronúcleo Písceo de eritrócitos (MNP). Os peixes foram expostos à água contaminada em 
concentração de Roundup 6,67.10-3l/l (0,00667ml/l) por períodos de 3, 6 e 9 dias, e um 
grupo controle foi exposto somente a água destilada. O MNP mostrou não haver diferença 
significante entre os controles e os grupos contaminados; a despeito disso, o ensaio cometa 
de sangue revelou diferença significante entre o grupo controle quando comparado aos 
contaminados com cada um dos diferentes tempos de exposição; e Ensaio Cometa com 
células do fígado também revelou diferença entre o grupo controle e os três tratamentos. O 
potencial genotóxico do Roundup deveras tem apresentado resultados inconsistentes e 
muitas vezes controversos, e, apesar de cada método de teste ter suas vantagens, nenhum 
é universal. Sugere-se afinal que sejam feitos estudos mais aprofundados sobre a biologia 
de Corydoras paleatus, seu comportamento, sua taxa metabólica e as respostas mais 
específicas de cada tecido a contaminação. Seria válida também a avaliação de danos 
diários aos animais, e com no mínimo três concentrações para avaliar a formação de 
alguma tendência na comparação de dias, danos e concentrações. 
 
 
 
 
 
 
1. INTRODUÇÃO 
 
Apenas uma pequena parcela das muitas substância químicas artificiais produzidas 
pelo homem e lançadas ao meio já foram estudadas quanto aos seus efeitos nos seres 
vivos (FERRARO, 2003). Em se tratando de defensivos agrícolas, mais comumente 
chamados pesticidas, mais de 2,5 milhões de toneladas são aplicados na prática agrícola a 
cada ano ao redor do mundo (VAN DER WERF, 1996). Pesticidas tendem a ser compostos 
muito reativos que podem formar ligações covalentes com vários centros neofílicos das 
biomoléculas celulares, incluindo o DNA (CROSBY, 1982). 
Muitos produtos químicos manufaturados usados para matar pragas tornaram-se 
importantes poluentes ambientais. Os pesticidas mais poluentes são aqueles usados para 
controlar as pragas e ervas daninhas que danificam as lavouras, hortas e silviculturas ou 
para matar pragas que transmitem doenças. Todos são pulverizados ou liberados sobre as 
áreas onde as pragas vivem e somente uma porção muito pequena atinge o alvo - a maior 
parte cai sobre a plantação (residente) ou sobre o solo nu. Tais pesticidas são, portanto 
usados em quantidades muito maiores do que as necessárias. Os herbicidas em especial, 
são usados em quantidades muito grandes e em escala global, inclusive por terem um 
menor custo quando comparado aos inseticidas e fungicidas (TOWNSEND et al., 2006). 
Os herbicidas são no geral ativos contra pragas vegetais e, quando usados em 
padrões comerciais, parecem ter poucos efeitos significativos sobre os animais. A poluição 
do ambiente por herbicidas não tem despertado a mesma ira que os inseticidas. Contudo os 
conservacionistas se preocupam com a perda de muitas espécies de “ervas daninhas”, que 
são hospedeiras tróficas, lagartas de borboletas e outros insetos e cujas sementes servem 
de alimento a muitas aves (TOWNSEND et al., 2006). 
Um avanço recente da ciência tem sido a modificação genética das espécies, tais 
como a soja, para produzir resistência ao herbicida não-seletivo glifosato; nessas variedades 
é introduzido o gene EPSP de alta expressão, que modifica o perfil de utilização desse 
herbicida. O glifosato desta maneira pode ser usado – de acordo com a classificação pela 
época de aplicação – tanto como herbicida pré-emergente (antes do desenvolvimento da 
cultura) quanto pós-emergente (depois do desenvolvimento da cultura) (GRISOLIA, 2005). 
Quando essas culturas especiais são semeadas, o agricultor pode usar o glifosato para 
eliminar todas as espécies de ervas daninhas dentro da plantação, uma estratégia que é 
particularmente preocupante para os conservacionistas, pois remove até as espécies menos 
representativas que não comprometeriam a produtividade da lavoura (TOWNSEND et al., 
2006). 
Assim, pesticidas, incluindo herbicidas, inseticidas e fungicidas são usados 
amplamente para melhorar a produção agrícola e, como resultado, acumulam-se no 
ambiente (VAN DER WERF, 1996).  Com muitas dessas substâncias chegando ao 
ambiente, em especial no aquático, onde elas, via de regra, mais se concentram, é natural 
pensar que algumas delas possam estar se fixando nos indivíduos que compõem as cadeias 
alimentares (FERRARO, 2003). Devido a sua atividade biológica, o uso de pesticidas pode 
causar efeitos danosos à saúde humana. Por conseguinte, a indução de danos ao DNA 
pode levar a reações reprodutivas adversas, a indução de câncer e muitas outras doenças 
crônicas (DIMITROV et al., 2006). 
 
1.1 Biomonitoramento de Poluição Ambiental, Bioensaio e Biomarcadores  
Para melhor se entender sobre a ação tóxica de contaminantes, pode-se trabalhar 
com experimentos laboratoriais, chamados bioensaios, ou através de estudos no campo, os 
biomonitoramentos. Os experimentos laboratoriais são utilizados para a obtenção de dados 
e padronização de metodologias e permitem prever e/ou avaliar efeitos de um dado 
xenobionte, em determinada concentração ou dosagem, em determinada espécie. Apesar 
de serem gerados dados complementares, deve-se atentar para o fato de que nem sempre 
os dados gerados sob condições experimentais podem ser intimamente relacionados com o 
ambiente natural. 
Nos últimos anos, tem aumentado o interesse sobre a genotoxicidade de águas e 
sedimentos. Águas e sedimentos podem ter sua genotoxicidade testada em condições 
laboratoriais usando sistemas biológicos como bactérias, leveduras e plantas. Interesses 
também têm sido focados em testes de laboratório usando organismos aquáticos como 
moluscos, anfíbios e peixes (MINISSI et al., 1996).  
Os peixes são indicados para bioensaios e biomonitoramentos, assim como 
mamíferos, pois podem sofrer bioacumulação, estão aptos a responder a agentes 
mutagênicos em baixas concentrações e são capazes de ativar o sistema enzimático do 
citocromo P450, um sistema de enzimas monoxigenases com o grupo heme e com 
diferentes especificidades por substrato. Estas enzimas desempenham um papel 
fundamental no metabolismo de substâncias xenobióticas e de compostos endógenos 
(GOKSOYR et al., 1991).  
 Estudos sobre a toxicidade de substâncias e elementos químicos se revestem de 
grande importância, pois permitem determinar as respostas de um dado organismo à 
contaminação, permitindo avaliar o impacto e o efeito destes sobre células, tecidos e órgãos 
bem como inferir sobre possíveis perturbações metabólicas (PANDRANGI et al., 1995). 
 Muitos biomarcadores têm sido utilizados como ferramentas para a detecção de 
exposição e para avaliação dos efeitos de poluição genotóxica. Esses biomarcadores 
incluem testes como avaliação de aberrações cromossômicas, adutos e quebras no DNA e 
medição da freqüência de micronúcleo e outras anomalias nucleares (BOMBAIL et al., 
2001). 
O uso de bioensaios permite estudar os efeitos tóxicos de determinados 
contaminantes de forma isolada ou associados, minimizando a influência de diferentes 
variáveis ambientais. Os resultados obtidos através de bioensaios não podem ser 
extrapolados diretamente para o ambiente, mas podem cooperar no fornecimento de uma 
base de dados que venham a ajudar a entender os fatores que estão interferindo na saúde 
dos organismos e/ou alterando as condições do próprio ambiente.  
 
1.2 Caracterização do Agrotóxico/ Defensivo Agrícola Roundup 
O Roundup® é um herbicida sistêmico não seletivo que traz como principal 
ingrediente o glifosato (N-(fosfonometil) glicina, C3H8NO5P). O glifosato (glicina + fosfato) é 
um aminofosfonato análogo ao aminoácido natural glicina, que ocupa o lugar desta na 
síntese protéica. Descritos pelos fabricantes como pesticidas de “baixa toxicidade e boa 
compatibilidade ambiental”, os herbicidas à base de glifosato representam um bálsamo 
quando se trata da vegetação indesejada.  
O uso do glifosato nas lavouras aumenta a uma taxa anual de 20%  ao ano, 
basicamente devido a recente introdução de culturas geneticamente modificadas para 
tolerar o herbicida (COX,1998). O advento de biotecnologia para desenvolvimento de 
plantas resistentes a glifosato contribui para eficiência da produção agrícola, embora seja 
público o interesse sobre os riscos ecológicos, a segurança e a saúde pelo uso de produtos 
dessas colheitas transgênicas (CONNERS & JACOBS, 1999). 
A criação de transgênicos resistentes a Roundup, além de contribuir para o aumento 
da produção agrícola, também pode resultar em mais resíduos de glifosato aos quais 
animais, entre eles os humanos estarão expostos pela alimentação ou outras vias (BRAKE 
& EVERSON, 2004). 
 
1.3 História do Glifosato e Propriedades Gerais de Controle de Pragas 
As propriedades herbicidas do glifosato foram descobertas pelos cientistas da 
Monsanto Company em 1970 (WILLIAMS et al., 2000) e no ano seguinte foi patenteado pela 
Companhia sob o nome comercial de Roundup (SMITH & OEHME, 1992). 
O herbicida Roundup foi primeiramente introduzido em 1974 para o controle não 
seletivo de ervas daninhas (FRANZ et al., 1997). Durante os últimos 25 anos de uso 
comercial, produtores, pesquisadores da agricultura e aplicadores comerciais, trabalhando 
em conjunto com a Monsanto Company, têm expandido os usos do Roundup. O uso de 
glifosato na agricultura continua a se expandir particularmente em aplicações envolvendo 
variedades de plantas geneticamente modificadas para tolerância ao tratamento com 
glifosato (Roundup-Ready). Atualmente, uma variedade de formulações baseadas em 
glifosato tal qual Roundup são registradas em mais de 100 países e estão disponíveis sob 
diferentes marcas, mas a Monsanto continua a ser a maior fornecedora comercial de 
glifosato e suas formulações por todo o mundo (WILLIAMS et al., 2000).  
O glifosato (figura 1) como um herbicida sistêmico, não seletivo, é aplicado em pós-
emergência e inibe o crescimento de plantas daninhas e cultivadas. Uma vez na planta esse 
herbicida interfere com a biossíntese de três aminoácidos aromáticos (fenilalanina, tirosina e 
triptofano) mediante inibição da atividade da enzima 5-enolpiruvilshiquimato-3-fosfato 
sintase (EPSPS), enzima-chave na rota do shiquimato ou ácido chiquímico.  
 
              
A rota do ácido chiquímico converte precursores de carboidratos derivados da 
glicólise e da rota da pentose fosfato em aminoácidos aromáticos. Um dos intermediários 
dessa rota é o ácido chiquímico que dá nome a essa seqüência de reações. O glifosato 
mata os vegetais por bloquear uma etapa desta rota metabólica (figura 2). A rota do ácido 
chiquímico está presente em plantas, fungos e bactérias, mas não é compartilhada por 
membros do reino animal, que não podem sintetizar aqueles três aminoácidos aromáticos, 
que são, portanto nutrientes essenciais na sua dieta (TAIZ & ZEIGER, 2004), isso faz o 
bloqueio dessa rota um inibidor efetivo da biossíntese de aminoácidos exclusivo para 
plantas (WILLIAMS et al., 2000).  
Figura 2. Em a) fórmula do glifosato N-(fosfonometil) glicina; b) sal de glifosato 
isopropilamina (Cox, 1999). 
b) a) 
 O glifosato expressa sua ação herbicida mais efetivamente através do contato 
direto com a folhagem e subseqüente translocação para todas as partes da planta. A 
entrada via sistema radicular é insignificante em plantas terrestres. O glifosato é 
predominantemente degradado no ambiente terrestre (figura 3) por microorganismos e 
através de algum metabolismo limitado nas plantas (WILLIAMS et al., 2000; SMITH 
&OEHME, 1992).  
 
 
 
Figura. 2. Mecanismo de ação do glifosato em plantas. O glifosato inibe a síntese de 
aminoácidos essenciais pela inibição competitiva da enzima 
enolpiruvilshiquimato fosfato sintase (EPSPS); o chiquimato está 
destacado. WILLIAMS, 2000, com alterações. 
  
Figura. 3. Um modelo simplificado para degradação do glifosato no ambiente terrestre, 
segundo Williams, 2000. 
2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
 
2.1 Teste do Micronúcleo Písceo 
Existe grande quantidade de químicos mutagênicos com alta probabilidade de induzir 
efeitos carcinogênicos em várias espécies de peixes (MINISSI et al., 1996).  
O teste do micronúcleo tem sido usado para estimar o nível de exposição aos 
contaminantes em muitas pesquisas, desde os anos 80, inicialmente com camundongos e 
mais tarde adaptado a peixes. Esse teste mede o dano cromossômico estrutural ou 
numérico e tem sido usado para avaliar genotoxicidade, sendo um indicador recomendado 
para estudos ambientais tanto em condições laboratoriais como no campo (BELPAEME et 
al., 1998). 
Existem vários ensaios de mutagenicidade e o teste do micronúcleo tem sido 
aplicado com sucesso por se tratar de um ensaio simples, seguro e sensível, e por não 
depender da característica cariotípica do animal em estudo (MINISSI et al., 1996), pois a 
maioria dos peixes possui um número relativamente grande de pequenos cromossomos o 
que dificulta a sua visualização (HOOFTMAN & VINK, 1981). Quando eritrócitos de peixes 
são usados também não há consumo excessivo de tempo e não há sofrimento dos animais. 
Por estas razões, o teste do micronúcleo em eritrócitos de peixes tem se mostrado uma 
técnica promissora em investigações de mutagênese com causas ambientais (AL-SABTI & 
METCALFE, 1995). 
A avaliação das alterações morfológicas nucleares e os micronúcleos são ensaios 
que têm sido bastante utilizados para investigação de efeitos genotóxicos de poluentes 
ambientais em peixes (AL-SABTI, 1986). Micronúcleos são cromossomos inteiros ou 
parciais que não foram incorporados dentro do núcleo da célula filha durante a divisão 
celular e que aparecem como uma pequena estrutura arredondada e escura, idêntico em 
aparência ao núcleo celular. Do mesmo modo, podem ocorrer alterações nucleares, 
formadas quando determinada quantidade de material fica levemente atrasada na mitose 
fazendo com que o núcleo resultante não seja oval, mas apresente uma saliência de 
cromatina (BOMBAIL et al., 2001). 
As alterações morfológicas nucleares têm sido interpretadas como lesões nucleares 
análogas aos micronúcleos. Os resultados de AYLLON & GARCIA-VAZQUEZ (2000) 
mostraram que essas anomalias são induzidas por compostos genotóxicos bem-conhecidos, 
mesmo quando os micronúcleos não foram induzidos. 
 
2.2 Ensaio Cometa 
Nos últimos anos, tem crescido o interesse científico no ensaio cometa para 
demonstrar danos no DNA induzidos por contaminantes (BELPAEME et al., 1998). O ensaio 
investiga danos no DNA (simples, dupla-fita) em nível celular individual, através da medição 
da migração em gel do material genético de células, depois de uma corrida eletroforética 
(SINGH et al., 1988). O nome cometa refere-se à formação de uma longa cauda com os 
fragmentos de DNA, deixados após a passagem da corrente elétrica (BOMBAIL et al., 
2001). 
O consenso geral atual é que o ensaio é simples, rápido e sensível. Contudo, uma 
das maiores críticas referentes a esta técnica é que a ocorrência de quebras no DNA não 
pode ser atribuída a uma exposição específica (BELPAEME et al., 1998). 
São necessários métodos sensíveis adequados para se avaliar o impacto crônico de 
contaminantes nos organismos. O princípio desta técnica se baseia no fato de que o DNA 
da célula que não tiver dano migrará de forma homogênea formando um círculo. Caso o 
DNA pesquisado tenha dano, serão formadas quebras no material genético e/ou 
conseqüentes fragmentos de diversos tamanhos, de modo que na eletroforese, os 
fragmentos menores migram mais rapidamente em relação aos fragmentos maiores. 
Ocorrendo um dano intenso no material celular, muitos fragmentos de diversos tamanhos 
serão formados e migrarão em velocidades diferentes, originando a figura típica de um 
cometa (OLIVE et al., 1990). 
Várias publicações recentes corroboram a eficácia do ensaio cometa em detectar 
danos ao DNA de peixes, por diferentes mutagênicos, mas as respostas podem ser 
variáveis, de acordo com as condições experimentais, com a espécie alvo, com o tipo de 
célula, a classe de mutagênico e o tempo de exposição a este (BELPAEME et al., 1998). 
O ensaio cometa pode ser uma ferramenta interessante para monitoramentos na 
demonstração de genotoxicidade de exposições e para investigar os impactos na 
integridade do dano no DNA, reparo e recuperação em espécies de interesse ambiental. 
Nesse sentido, três principais vantagens foram identificadas: (i) qualquer tipo de tecido com 
células nucleadas pode ser usado, (ii) são necessárias pequenas quantidades de amostras, 
(iii) o ensaio é rápido, sensível e barato (BELPAEME et al., 1998).  
O ensaio cometa é habitualmente realizado com eritrócitos, pois estes são facilmente 
obtidos por métodos não destrutivos e não necessitam do passo adicional de isolamento 
celular, porém outros tecidos também têm sido testados, pois os efeitos de genotoxicidade 
de contaminantes podem ser muitas vezes tecido-específicos. Pesquisas realizadas com o 
mutagênico EMS (etilmetanosulfato) mostraram resultados significantes para diferentes 
tecidos com o ensaio cometa, mostrando que sangue, fígado, brânquias e rim são sensíveis 
a essa substância. Os diferentes tecidos mostraram um padrão de resposta similar nos 
experimentos realizados, porém foram realizadas as seguintes constatações: maior 
sensibilidade em células de brânquias, as respostas das células do fígado foram sempre as 
menores e não foi observada tendência clara em células do rim (BELPAEME et al., 1998).  
Como o ensaio cometa analisa as células individualmente, existe certa limitação no 
sentido de separá-las, para tanto devem ser utilizados os processos de fragmentação ou a 
aplicação de enzimas quando se trata de tecidos mais compactos do que o sanguíneo. No 
caso de células sangüíneas estas podem ser diluídas em soro bovino fetal ou em solução 
fisiológica.  
Uma vez que substâncias genotóxicas são freqüentemente tecido-específicas, a 
vantagem do ensaio cometa torna-se evidente, por permitir avaliar os danos do 
contaminante sobre um dado tecido (SASAKI et al., 1997b). 
3. OBJETIVOS  
 
3.1 Objetivo geral 
 Avaliar os efeitos da genotoxicidade aguda utilizando o herbicida Roundup® em 
bioensaios semi-estáticos com a espécie Corydoras paleatus. 
 
3.2 Objetivos Específicos 
- Verificar as freqüências de micronúcleos e de alterações morfológicas nucleares em 
hemácias periféricas através do teste do micronúcleo písceo (MNP); 
- Realizar o ensaio cometa em células sanguíneas e em células do tecido hepático, e 
comparar os resultados obtidos;  
- Fazer comparação entre os diferentes tempos de exposições; 
4. MATERIAL E MÉTODOS 
 
4.1. Organismo utilizado 
Corydoras paleatus foi a espécie bioindicadora utilizada devido sua notável 
resistência a enfermidades e grande capacidade de adaptação a diferentes qualidades de 
água; além disso, é um peixe muito comum em rios ou lagos do sul e sudeste do Brasil e 
norte da Argentina, regiões com fortes interferências antrópicas, onde agriculturas intensivas 
e atividades de piscicultura são comuns. 
Tratando-se de uma espécie de pequeno porte e de fácil manutenção em laboratório, 
C. paleatus são comedores oportunistas com preferência por larvas de dípteras e 
microcrustáceos não-planctônicos, o que indica que essa espécie alimenta-se próximo ao 
fundo. Consequentemente, peixes como C. paleatus podem absorver pesticidas não 
somente da água, mas também do alimento. Corydoras paleatus (Jenyns, 1842) foi coletada 
pela primeira vez por Charles Darwin em localidade não indicada.  
Os animais foram obtidos de diferentes locais: no tanque do Laboratório de 
Mutagênse localizado na Fazenda Experimental do Canguiri da Universidade Federal do 
Paraná (situada no município de Pinhais, a 20 km de Curitiba - PR), no Parque Ecológico 
Costa, bairro Umbará em Curitiba, e em um Pet Shop. Todos rigorosamente passaram por 
um tempo de aclimatação em laboratório antes de serem submetidos aos testes. 
 
 
Figura 4. Ilustração de Corydoras paleatus mostrando uma fêmea e um macho. Fonte: 
<gcmsite.yaroslavl.ru/aqua/aqua16.htm> acessado em 30/05/2007. 
 4.2 Métodos 
4.2.1 Bioensaio 
 O bioensaio foi realizado em aquários contendo 18 litros, onde se diluiu o 
contaminante. Foram testados diferentes tempos de exposição (3, 6 e 9 dias), na 
concentração de Roundup em relação ao solvente de [6,67.10-3 l/l ou (0,00667ml/l)], em 
bioensaios semi-estáticos (com renovação de água a cada 48horas). Cada grupo teria 20 
exemplares, inclusive o controle, que foi exposto somente à água destilada. Seriam, então, 
quatro grupos (controle, 3 dias, 6 dias e 9 dias) somando um total de 80 indivíduos. 
 
4.2.2 Teste do Micronúcleo Písceo 
 A fim de se verificar a freqüência de micronúcleos em hemácias periféricas, foi 
empregada a técnica descrita por HEDDLE (1973) e SCHMID (1975), com algumas 
modificações. A técnica aplicada consistiu das etapas: 
a) Lâminas bem limpas foram identificadas. 
b) O peixe foi anestesiado com benzocaína na concentração de 20% 
c) O sangue de cada animal foi coletado por punção cardíaca com seringa de insulina nova 
e heparinizada, uma gota sendo pingada na superfície da lâmina. 
d) Com o auxílio de uma lamínula, fez-se um esfregaço, espalhando o sangue sobre a 
superfície da lâmina.  
e) As lâminas, após secagem ao ar, foram fixadas em etanol 96% por 30 minutos em 
cubetas. 
f) As lâminas foram coradas com Giemsa 10% diluída em tampão fosfato (pH 8,6) por 10 
minutos. 
g) A análise das lâminas fez-se varrendo aleatoriamente as mesmas até a contagem de 
2000 células de cada animal. Na análise, foram consideradas somente hemácias nucleadas 
com membranas nuclear e citoplasmática intactas, sendo consideradas como micronúcleos 
as partículas que em relação ao núcleo principal: não excederem 1/3 do seu tamanho, 
estivessem nitidamente separadas, com bordas distinguíveis e com mesma cor e 
refringência do núcleo. As alterações na forma elíptica normal dos núcleos das hemácias 
que não se enquadraram no conceito de micronúcleo, mas que puderam ser descritas como 
alterações morfológicas nucleares segundo CARRASCO, TILBURY e MYERS (1990) 
também foram analisadas. 
O teste do micronúcleo é frequentemente aplicado em conjunto com o teste do 
Cometa sob condições alcalinas (pH>13) e assim foi feito. 
 
4.2.3 Ensaio Cometa  
A técnica utilizada foi a descrita por SPEIT e HARTMANN (1999), com alterações 
conforme FERRARO, 2003. Antes da coleta do material para análise, foram preparadas as 
lâminas com cobertura de agarose e a agarose de baixo ponto de fusão (LMP) segundo as 
etapas descritas a seguir:  
Preparação das lâminas com cobertura de agarose  
a) Foram dissolvidos 1,5 g de agarose normal em 100 ml de PBS em Erlenmeyer, com 
agitação por duas horas. Essa mistura foi então levada ao forno de microondas até sua 
fervura e completa dissolução. 
b) Após fervura, a agarose foi deixada em temperatura ambiente. Após a solidificação da 
agarose, esta foi picada e levada novamente ao forno de microondas. Essa etapa foi 
repetida mais uma vez. Ao final desse processo, a agarose foi mantida em banho-maria a 
70ºC. 
c) As lâminas, previamente limpas, foram então mergulhadas na agarose aquecida, sendo 
que, o lado da lâmina contendo a porção não esmerilhada, limpo com um lenço de papel. 
d) As lâminas foram deixadas overnight em superfície plana e à temperatura ambiente para 
solidificar a cobertura de agarose. 
 
Preparação da agarose de baixo ponto de fusão (LMP) 
a) Foram dissolvidos 100 mg de agarose normal em 20 ml de PBS. 
 b) Essa solução foi então levada para fervura em forno de microondas somente uma vez. 
c) A agarose foi mantida em geladeira até o momento do uso, quando foi então aquecida em 
banho-maria e mantida em 37ºC. 
 
Para Sangue (e estendida para Fígado) 
a) Após o peixe anestesiado, o sangue foi obtido por punção cardíaca, com seringa 
heparinizada.   
b) O sangue coletado (aproximadamente 1ml) foi colocado em tubo de microcentrífuga do 
tipo ependorf, misturado com 1ml de PBS e mantido sob refrigeração e ao abrigo da luz até 
a montagem das lâminas. O fígado, por sua vez, foi retirado e colocado também num 
ependorfe contendo 1ml de PBS. Após, o fígado foi desagregado com duas pinças e 
fragmentado por sucção com uma seringa de vidro sem agulha. A partir daqui o fígado e o 
sangue receberam o mesmo tratamento. 
c) Da solução no ependorf, foram coletados 10 µl e misturados com 120 µl de agarose LMP, 
previamente preparada e levemente aquecida (37ºC).  
d) Esta suspensão celular foi então depositada sobre uma lâmina que já coberta com 
agarose. 
e) Após a deposição da mistura agarose LMP e suspensão celular sobre a lâmina, esta foi 
então coberta com uma lamínula e levada a geladeira por 15 minutos. 
f) Decorrido o tempo de refrigeração, as lamínulas foram gentilmente retiradas. 
g) As lâminas foram então acondicionadas em cubetas contendo solução de lise, até a 
eletroforese, no mínimo 60 minutos.  
h) Após o tempo de lise, as lâminas foram então transferidas para a cuba de eletroforese. A 
eletroforese foi realizada sob refrigeração e na ausência de luz, com uma solução de 
eletroforese com pH maior que 13. 
i) Antes do início da corrida eletroforética, as lâminas permaneceram na solução de 
eletroforese por 30 minutos para a desespiralização do DNA.  
j) Em seguida, a corrida de eletroforese foi iniciada a 25V e 300 mA por 25 minutos. 
l) Após o tempo de corrida, as lâminas foram retiradas da cuba e neutralizadas com um 
tampão de neutralização (pH 7,5) por 3 seções de 5 minutos cada.  
m) As lâminas foram fixadas em etanol 96% por 5 minutos. 
n) Para a coloração, foram adicionadas 20µl de brometo de etídeo em cada lâmina, que foi 
então coberta com lamínula e levada ao microscópio de epifluorescência com aumento de 
400x. 
o) as lâminas foram randomicamente varridas, analisando-se 100 núcleos em cada lâmina; 
estes foram classificados de acordo com o dano, conforme o comprimento da cauda 
formada após a corrida eletroforética. A classificação dos núcleos (Fig. 5) foi realizada 
conforme as classes: 0 (sem dano aparente), 1 (dano pequeno), 2 (dano médio), 3 (dano 
máximo) e 4 (núcleo em apoptose). Foi realizada a quantificação dos tipos de danos e a 
atribuição de escores em cada classe. Os escores foram obtidos através da multiplicação do 
número de cometas encontrados em cada classe pelo valor da classe. 
   
4.2.4 Análise Estatística 
Os cálculos aqui realizados não se fundamentam nas premissas de que: a 
distribuição de freqüências dos erros amostrais é normal; as variâncias são homogêneas; os 
efeitos dos fatores de variação são aditivos e os erros independentes. Por isso, nossa 
amostra não é aceitavelmente simétrica, e não possui um único ponto máximo centrado no 
intervalo de classe onde está a medida da distribuição, e consequentemente o histograma 
de freqüência não possui um contorno semelhante ao desenho em forma de sino da curva 
normal. Diante disto, os dados obtidos foram analisados com testes não paramétricos.    
Os termos paramétrico e não-paramétrico referem-se à média e ao desvio-padrão, 
que são os parâmetros que definem as populações que apresentam distribuição normal. 
Toda essa argumentação foi feita porque se nota muitas vezes artigos científicos, além de 
trabalhos e teses acadêmicas, em que se usaram testes não-paramétricos, mas os 
resultados são apresentados em termos de média ± desvio-padrão da distribuição, ou então 
em termos de média ± erro-padrão da média, erro este que é também um valor calculado 
em função do desvio-padrão da amostra. Por isso, justifico desde já a apresentação de dois 
gráficos para cada ensaio, o primeiro, repetido de muitos trabalhos científicos, baseado na 
média e desvio padrão (o que não é o ideal para testes não paramétricos), e o segundo 
apropriado para os testes utilizados – baseado na mediana e primeiro e terceiro quartis. 
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Figura 5. Diferentes classes de dano observadas no ensaio cometa ao microscópio com lente 
de imersão; a= dano zero; b= dano 1; c= dano 2; d= dano 3; e= dano 4, possivelmente 
em apoptose. 
A mediana é o número no centro de um conjunto de números; isto é, metade dos 
números possui valores que são maiores do que a mediana e a outra metade possui valores 
menores. 
Os dados obtidos para o Teste de Micronúcleo Písceo e Alterações Morfológicas 
Nucleares, bem como para os Ensaios Cometa por não se distribuírem de acordo com a 
curva normal foram analisados com o teste não paramétrico de Kruskal-Wallis (usado para 
mais de duas amostras independentes) através do programa BIOESTAT 2.0. O nível de 
significância considerado nas análises foi de 0,05. O programa Excell para Windows foi 
utilizado para o cálculo das medianas e quartis, bem como a média e desvio padrão. Para 
confecção dos gráficos box-plot, os dados foram plotados no programa estatístico 
STATISTIC 6.0. 
 
 
 
5. RESULTADOS 
 
O glifosato foi testado como a mistura comercial complexa, de rótulo Roundup, por 
ser esta ser a forma como é aplicado na agricultura e conseqüentemente introduzido no 
ambiente. 
Nas lâminas onde foram realizados os esfregaços sanguíneos analisaram-se 2000 
células de cada indivíduo, observando-se a presença ou ausência das estruturas 
classicamente descritas como micronúcleos bem como as alterações morfológicas 
nucleares encontradas (figura 6). Os resultados obtidos dessa maneira foram então 
analisados através do teste não paramétrico de Kruskal-Wallis, que mostrou não haver 
diferença estatisticamente significante entre os controles e os grupos contaminados com os 
tempos de 3, 6, e 9 dias ( p= 0,1662, p=0,1053 e p=0,4411, respectivamente). Não obstante, 
obteve-se significância entre os tempo de 3 e 6 dias de contaminação (p=0,0027), este 
segundo apresentando maior taxa de danos; e entre 3 e 9 dias de contaminação (p=0,0299), 
este último mostrou mais danos por sua vez. Os tempos de 6 e 9 dias não revelaram 
diferença estatística significante (p=0,3848) (figuras 7 e figura 8). 
Os resultados obtidos pelo Ensaio Cometa de sangue revelaram diferença 
significante entre o grupo controle em relação aos diferentes tempos de contaminação.  
Comparando-se os dados do controle com 3 dias de contaminação, p=0; controle e 6 dias, 
p=0,0037; e controle e 9 dias, p=0.  O tempo de 3 dias mostrou maior dano que qualquer um 
dos outros grupos. Houve significância na comparação entre os grupos de 3 e 6 dias de 
contaminação (p=0,0133), que não foi observada entre 3 e 9 dias (p=0,6627) e 6 e 9 dias 
(p=0,0635). A maior taxa de dano ocorreu em 3 e 9 dias, com decréscimo em 6 dias; sendo 
que, 3 e 9 dias apresentam taxas bem próximas, com o controle mostrando-se bem abaixo 
(figuras 9 e 10). 
Pelo Ensaio Cometa de Fígado também revelou diferença entre o grupo controle e 
os três tratamentos, observando-se na comparação entre controle e 3 dias p = 0, entre 
controle e 6 dias p=0, e para controle e 9 dias p =0,0005.  Neste caso a diferença entre 3 e 6 
dias não foi significante em suas taxas de dano (p=0,7752), mas ocorreu para a comparação 
entre 3 e 9 dias (p=0,0223 sendo 3 dias mais  danificado) e para 6 com 9 dias (p=0,01 
sendo 6 dias o de maior dano). Os gráficos do ensaio cometa com fígado denotam que 3 e 6 
dias possuem taxas muito próximas, que decresce em 9 dias ( figuras 11 e 12). 
Os resultados também estão resumidos e apresentados na Tabela 1, mostrando 
valores numéricos obtidos para cada biomarcador, em termos de Média ± Desvio Padrão 
(SD), Mediana e primeiro quartil seguido do terceiro quartil. 
 
  
 
 
 
 
Figura 6. Foto mostrando algumas das alterações morfológicas nucleares encontradas nas 
lâminas de esfregaço sanguíneo, obtidas ao microscópio de captura, usando a 
objetiva de imersão.  As setas vermelhas indicam malformações nucleares, 
enquanto as setas azuis indicam células com núcleos normais. 
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Figura 7: Comparação das taxas de dano apresentada pelos diferentes tratamentos com base 
na média, no teste do MNP. SE= Erro padrão; SD= Desvio padrão; Mean=Média. 
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Figura 8: Comparação das taxas de dano apresentada pelos diferentes tratamentos com 
base na mediana, no teste de MNP. 
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Figura 9: Comparação das taxas de dano apresentada pelos diferentes tratamentos com base 
na média, pelo ensaio cometa de sangue. SE= Erro padrão; SD= Desvio padrão; 
Mean=Média. 
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Figura 10: Comparação das taxas de dano apresentada pelos diferentes tratamentos com 
base na mediana, pelo ensaio cometa de sangue. 
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Figura 11: Comparação das taxas de dano apresentada pelos diferentes tratamentos com base na 
média, pelo ensaio cometa de fígado. SE =Erro padrão;SD = Desvio padrão; Mean =Média. 
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Figura 12: Comparação das taxas de dano apresentada pelos diferentes tratamentos com 
base na mediana, pelo ensaio cometa de fígado. 
Tabela 1. Relação entre dano e tempo de exposição ao contaminantes, através dos dados 
obtidos pelos três biomarcadores utilizados, com seus respectivos valores para 
média mais ou menos desvio padrão, mediana e primeiro e terceiro quartis (25% e 
75%).  
 
BIOMARCADOR ESTIMATIVA Controle                         3 dias                 6 dias              9 dias 
Micronúcleo/Alterações Média ± SD 2,8 ± 2,59 1,89 ± 1,88 4,75 ± 5,56 3,62 ± 3,22 
Morfológicas Nucleares Mediana 2,00 2,00 4,00 2,00 
  Quartis 1-3 1,00 - 4,00 0,00 - 2,75 2,00 - 5,00 1,00 - 6,00 
  Média ± SD 8,10 ± 4,86 89,75 ± 45,18 47,85 ± 29,79 87,20 ± 56,62 
Ensaio Cometa Sangue Mediana 7,50 85,50 41,50 86,00 
  Quartis 1-3 4,00 - 10,50 50,75- 124,75 28,00 - 62,50 48,00 -121,50 
  Média ± SD 22,25 ± 9,83 164,85± 58,65 169,55± 53,85 106,14±64,53 
Ensaio Cometa Fígado Mediana 18,00 172,50 170,00 106,00 
  Quartis 1-3 6,75 - 32,50 129,25-203,75 130,25-204,50 65,00 -143,00 
 
 
 
 
6. DISCUSSÃO E CONCLUSÕES 
 
Nesse estudo foram aplicadas três metodologias principais de avaliação de 
genotoxicidade em exemplares de Corydoras paleatus e observou-se uma disparidade entre 
os resultados. Se MNP e ensaio Cometa são efetivos biomarcadores de genotoxicidade 
então deveríamos esperar que os resultados obtidos no presente trabalho estivessem 
correlacionados. Isso não foi observado no presente trabalho bem como para Bombail et al. 
(2001). É de conhecimento geral que cada teste tem suas características distintas e 
restrições, não havendo assim um teste universal para avaliar o perigo dos agentes 
genotóxicos (RUSSO, et al.,2004). 
Para ensaio cometa, BELPAEME et al. (1998) observaram que quando se considera 
a variação entre peixes controle esta é muitas vezes maior que a variação entre os peixes 
expostos, em oposição a KIRSCH-VOLDERS et al. (2006) que encontrou que a variabilidade 
entre doadores humanos pode somente ser observada depois do tratamento e não em 
culturas controle. BELPAEME op cit concluiu que a variação dentro de uma lâmina 
(intraindividual) é muitas vezes maior que a variação interindividual (entre indivíduos). Os 
desvios e os quartis notados no presente estudo, corroboram a diversidade de respostas 
intraindividual e interindividual, mas no geral observou-se uma maior heterogeneidade nos 
grupos contaminados. 
O potencial genotóxico do Roundup tem sido estudado amplamente e resultados 
inconsistentes e muitas vezes controversos, têm sido obtidos tanto para um mesmo método 
como para métodos distintos. Usualmente também o glifosato ou sua formulação comercial, 
Roundup, tem sido testados; e mais raro, ambos são testados separadamente (DIMITROV 
et al., 2006). 
Existem duas visões opostas sobre os efeitos do glifosato no meio (SIVIKOVÁ & 
DIANOVSKÝ, 2005). Em oposição aos relatórios de fabricante sobre a não periculosidade e 
nenhum efeito deprimente a saúde humana (WILLIAMS et al., 2000), surgem 
argumentações de que o glifosato/ Roundup oferece uma série de riscos a saúde e ao 
ambiente (COX, 1999). 
Segundo os defensores do Roundup, a absorção oral e dérmica de glifosato é baixa, 
e ambos seus produtos são eliminados sem serem metabolizados (WILLIAMS et al., 2000); 
não deixaria atividade residual no solo, e é praticamente não tóxico a mamíferos, aves e 
peixes, não mostrando bioacumulação na cadeia alimentar (SMITH & OEHME, 1992). 
Nenhuma toxicidade ocorreria em estudos agudos, crônicos e subcrônicos, e não há 
evidencias convincentes do dano direto ao DNA in vivo ou in vitro. O Roundup, além disso, 
não demonstraria nenhum potencial tumorigênico, carcinogênico ou teratogênico e/ou etc 
(WILLIAMS et al.2000). 
Por outro lado, argüições contra o Roundup defendem que os produtos à base de 
glifosato são altamente tóxicos para pessoas e animais. Entre os sintomas mais comuns 
citam-se  irritação nos olhos e pele, dor de cabeça, náuseas,  entorpecimento, elevação da 
pressão arterial e palpitações (COX, 1999). 
Embora a comercialização de herbicidas à base de glifosato seja liberada,   
estudos laboratoriais detectaram efeitos adversos em todas as categorias de testes 
toxicológicos.  Entre estes se incluem toxicidade a médio prazo (lesões em glândulas 
salivares), toxicidade a longo prazo (inflamações nas mucosas do estômago), danos 
genéticos (em células sanguíneas do corpo humano),  efeitos reprodutivos (redução do  
número de espermatozóides em ratos; maior freqüência de espermatozóides anormais em 
coelhos), e carcinogenicidade (maior freqüência de tumores no fígado de ratos e  câncer de 
tiróide em ratas) (COX, 1999). 
O glifosato foi classificado pelo U.S. Environmental Protection Agency como 
“extremamente persistente”, sendo registrada uma persistência superior a cem dias  nos 
testes de campo em Iowa e Nova Iorque.  O glifosato foi detectado nos rios depois de ter 
sido aplicado em florestas e áreas urbana e agrícola (COX, 1999). A despeito disso, 
WILLIAMS et al., (2000) afirma que o glifosato recentemente caiu para as substâncias 
naturais inócuas tal qual dióxido de carbono e ácido fosfônico. No Brasil, o Roundup está 
enquadrado na classe IV, comercialmente vendido com rótulo verde, considerado como 
composto químico pouco tóxico para o homem. 
DIMITROV et al. (2006), comparou a genotoxicidade dos herbicidas Roundup 
(glifosato), Stomp (pendimetaline) e Reglone (diquat) em plantas (Cepris capillaris L.) e 
medula óssea de rato (administração oral dos contaminantes nestes) avaliando taxas de 
aberrações cromossômicas e micronúcleo. O Roundup não induziu aberrações 
cromossômicas em nenhum dos sistemas teste (organismos) e revelou-se negativo para 
indução de micronúcleo em medula óssea de rato in vivo, sendo assim o menos prejudicial 
desses herbicidas. Já doses de glifosato intraperitoniais diárias, resultaram em reduções de 
peso, de hemoglobina sanguínea, na contagem de células sanguíneas vermelhas e no 
hematócrito (OLORUNSOGO et al., 1979). A toxicidade maior seria revelada pela 
administração intraperitonial do glifosato. Não obstante, o glifosato não afetou a 
metemoglobina dos eritrócitos do sangue de ovelha (SMITH & OEHME, 1992). 
Com relação à contaminação aquática, a preocupação ocorre com os componentes 
das formulações, especialmente os surfactantes. O Roundup pode ser até 30 vezes mais 
tóxico aos peixes que o produto técnico do glifosato, justamente por causa dos ditos 
componentes “inertes” das formulações (GRISOLIA, 2005). O surfactante seria mais tóxico 
que o glifosato puro; a combinação dos dois se tornaria ainda mais tóxica (COX, 1999). 
Praticamente todos os pesticidas contêm outros ingredientes além do ingrediente 
“ativo” que propicia a ação exterminadora. Tais ingredientes são erroneamente chamados 
“inertes”. Seu objetivo é facilitar o uso do produto ou torná-lo mais eficiente. Em geral os 
“inertes” não são identificados no rótulo do pesticida. No caso dos produtos à base de 
glifosato, vários ingredientes “inertes” foram identificados (COX,1999) 
GRISOLIA (2005) cita muitos resultados positivos para a mutagenicidade do 
Roundup para vários sistemas-teste, como em Salmonella typhimurium, pelo teste de 
mutação reversa; em Drosophila melanogaster induziu mutações letais recessivas ligadas 
ao sexo; aberrações cromossômicas em Allium cepa e culturas de linfócitos humanos; 
indução de micronúcleo em células de medula óssea de camundongo; quebras de fita de 
DNA de células de fígado e rins de camundongos; lesões no DNA de Rana catesbeiana pela 
exposição ao roundup mostradas pelo teste Cometa; entre outros.  
E na seqüência, questionamentos são levantados com relação a esses resultados 
positivos: as freqüências de micronúcleo não são aumentadas quando tratadas com sal de 
glifosato-isopropilamina (uma das formulações do glifosato), que também não causa dano 
cromossômico em Allium cepa; além disso, as doses de roundup que induziram a formação 
de micronúcleo foram bastante altas, perto do nível tóxico. O mesmo pode se dizer para o 
Teste de Ames. Isso corrobora a informação que o Roundup é mais tóxico que seu 
ingrediente ativo isolado. Em Allium cepa somente as duas doses mais altas de Roundup 
foram estatisticamente significativas (GRISOLIA, 2005). 
LI & LONG (1988), funcionários da Monsanto Company, fizeram praticamente os 
mesmos testes de mutação gênica e com vários organismos testes, e em todos os autores 
relatam resultados negativo: não mutagênico. Do mesmo modo, WILLIAMS et al. (2000) 
usando-se de informações de pesquisas conduzidas pela Monsanto Company e com o 
apoio e completo acesso a base de dados de estudos e documentação desta, concluiu que 
o Roundup não possui potencial tumorigênico, não causa dano direto ao DNA nem in vitro 
nem in vivo, é não teratogênico, não carcinogênico, e não afeta a reprodução. 
Os resultados obtidos no presente trabalho com os dois ensaios usando eritrócitos 
circulantes apresentaram controvérsias. O teste do Micronúcleo associado com anomalia 
nuclear não revelou diferença após o tratamento com Roundup, concordando mais com 
trabalhos como o de DIMITROV et al. (2006). Mas o ensaio cometa mostrou uma clara 
tendência de aumento dos danos após a aplicação de Roundup na água. Talvez essa 
disparidade entre os ensaios se justifique pelo ensaio cometa ser relativamente mais 
sensível que o teste do Micronúcleo Písceo, mostrando assim danos que não se revelam 
neste último. Alguns autores realmente aceitam que o ensaio cometa é mais sensível que o 
teste do micronúcleo, apesar da concordância geralmente demonstrada entre os dois 
biomarcadores (HARTMANN et al., 2001; DIXON et al., 2002; KLOBUCAR et al., 2003). O 
ensaio cometa também apresentaria maior correlação dose-resposta do que o teste do 
micronúcleo. 
O glifosato também, em outras avaliações, não induziu mutação genética em uma 
variedade de ensaios com bactérias in vitro, incluindo o ensaio de reversão na já citada 
Salmonella typhimurium com e sem ativação metabólica (MORIYA et al., 1983). Nenhum 
efeito clastogênico do herbicida foi encontrado em culturas de linfócitos periféricos bovinos, 
não obstante seu efeito genotóxico foi confirmado no método de troca das cromátides irmãs 
depois de 24 horas de incubação (SIVIKOVÁ & DIANOVSKÝ, 2005). 
SMITH & OEHME (1992) encontraram que proteínas hepáticas de ratos ficaram 
inalteradas depois da administração do glifosato, e nenhuma mudança foi vista na proteína 
solúvel ou fosfolipídeos microssomais contidos no fígado; o glifosato também teria diminuído 
a atividade do citocromo P450 e das monoxigenases. Por sua vez, BOLOGNESI et al. 
(1997) documentou atividades de dano no DNA em fígado e rim de camundongo, e também 
aumento na freqüência de micronúcleo na medula óssea in vivo tanto com Roundup quanto 
com glifosato. O resultado aqui obtido para fígado, usando-se do ensaio cometa concorda 
com este segundo autor: revela uma disposição clara de maior dano ao DNA das células de 
peixe após a contaminação experimental com Roundup. 
Com relação ao ensaio Cometa praticamente todas as publicações prévias aceitam 
que este é realmente capaz de detectar danos no DNA causados por diferentes classes 
mutagênicos em peixes. Mas a resposta pode, é claro, depender das condições 
experimentais, das espécies, do tipo de célula, do mutagênico e da duração da exposição 
(BELPAEME et al.,1998). 
Afinal de contas, dados de avaliações indicam que a formulação técnica do Roundup 
é no mínimo ligeiramente genotóxica em ensaios de curta duração. Diferenças nas 
respostas dos organismos-teste para glifosato e para Roundup em sua formulação 
comercial podem ser devido à toxicidade das diferentes composições e surfactantes 
contidos no produto comercial.  
Diante da inconsistência dos dados observados e discrepância observada entre os 
diferentes testes ao qual foram submetidos os Corydoras paleatus, sugere-se que sejam 
feitos estudos mais aprofundados sobre a biologia de tal peixe, seu comportamento, sua 
taxa metabólica e as respostas específicas de cada tecido a contaminação, para comprovar 
se este é realmente um bom organismo bioindicador, ou se devido a sua grande capacidade 
de adaptação e resistência os efeitos sejam camuflados ou não se definem com clareza. É 
valida também a sugestão da comparação da aplicação destes mesmos testes com outros 
peixes. 
Sugerem-se também estudos comparativos da aplicação do contaminante 
diretamente na água com a injeção intraperitonial deste - que foi citada como a 
administração de maior toxicidade em animais, apesar de não ocorrer no ambiente natural. 
Seriam também interessantes estudos usando-se de técnicas modernas como a genética 
molecular, que garantem uma maior precisão e certeza nos resultados, além de estudos de 
monitoramento diário de dano ao DNA. 
 O ideal seria se estes testes fossem feitos para um mesmo peixe, evitando-se assim 
a heterogeneidade ou variação interindividual, com método de cultura in vitro ou até mesmo 
in vivo, respeitando-se é claro um tempo de recuperação do peixe e renovação celular, mas 
há, é claro, a possibilidade dos danos serem realmente persistentes. Seria válida também a 
avaliação de danos diários aos animais, usando no mínimo três concentrações para avaliar 
a formação de alguma tendência na comparação de dias, danos e concentrações. 
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